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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ HESylierung von Wirkstoffen in wassriger Losung 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Her- 
stellung eines kovalenten HES-Wirkstoff-Konjugates, bei 
denen man HES und einen Wirkstoff In einem Reaktions- 
medium miteinander umsetzt, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Reaktionsmedlum Wasser oder ein Gemisch von 
Wasser mit organischem Losungsmlttel, welches minde- 
stens 10 Gew.-% Wasser umfasst, ist. 
Die Erfindung betrifft ferner die HES-Wirkstoff-Konjugate, 
die nach diesen Verfahren herstelibar sind, sowre Verfah- 
ren zur Herstellung von Arznei- und Diagnosemitteln, die 
entsprechende Verfahren zur Herstellung eines HES-Wirk- 
stoff-Konjugates umfassen. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Modifizierung von Wirkstoffen mil Hydroxyelhylstarke 
(HES), bei denen eine kovalente Bindung der Hydroxyelhylstarke an die Wirkstoffe in wassriger Losung erfolgt. Die Er- 
5 findung betrifft femer die HES-Wirkstoff-Konjugate die nach diesen Verfahren herstellbar sind, sowie Verfahren zur 
Herstellung von Arzneimitteln, die entsprechende Verfahren zur Herstellung eines HES-Wirkstoff-Konjugates umfassen. 

TECHNISCHER HINTERGRUND 

10 [0002] Der klinische Einsatz vieler Phanna-AA^kstoffe wird durch eine Reihe von Problemen beeintrachtigt (vgl. Del- 
gado et al.. Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, \fel. 9 (3, 4), (1992) S. 249-304), Parenteral verab- 
reichte native Proteine unlerliegen beispielsweise der Ausscheidung durch das retikuloendotheliale System, die Leber; 
die Niere und die Milz, Die Ausscheidung erfolgt dabei in Abhangigkeit der Ladung der Kohlenhydr^tketten, der Pra- 
senz zellularer Rezeptoren fur das FVotein und von der Molekiilforni und -groBe. Die Ausschlussgrenze der Glomerular- 

15 filtration der Niere liegt beispielsweise bei etwa 67 kD. 

[0003] Als Folge proteolytischer Degradation ist femer ein schneller Verlust der biologischen Aktivitat zu beobachten. 
[0004] Bakterieil exprimierte Proteine sowie andeie rekombinante Protdne k6nnen eine erh5hte ImmunogenitSt auf- 
weisen und iebensbedrohlicbe Hypersensitivitatsreaktionen provozieren. Entsprechende Reaktionen verhindem natiir- 
lich die medizinische Verwendung dieser Produkte. 

20 [0005] Aus diesem Grund wurde im Stand der Technik bereits seit Ende der 70er Jahre systematisch an der Verbesse- 
rung der Eigenschaften exogener Ptoteine durch chemische Modifikation, insbesondeie Polymerisation oder Kopplung 
an makromolekulare Polymere geforscht. Viele Arbeiten konzentrierten sich dabei auf die Herstellung von Konjugaten 
aus Ptoteinen oder anderen Wirkstoffen einerseits und Polyeihylenglykol (PEG) andererscits (vgl. US 4,179,337). Die 
Vorteile, die man sich von diesen Kopplungsreaktionen erhoffte, umfassen verbesserte in vivo Halbwertszeit der Pro- 

25 teine, veningerte ToxizitSt, verbesserte StabilitSt und verbesserte LSslichkeil der Wirkstoffe (Abuchowski und Davis, 
Enzymes as drugs, Holcenberg und Rubberts, Herausgeber, S, 367-383, John Wiley & Sons N. Y. (1981). 
[0006] Das Verfahren zur Kopplung der Wirkstoffe envies sich jedoch als problematisch, da die aktive Gruppe des Pro- 
teins durch Kopplung an PEG inaktiviert wurde oder die Reaktionen das Reaktionsprodukt nicht in brauchbarer Aus- 
beute lieferten. Um eine spezifische Bindung zu erzielen, die die Aktivitat des Wirkstoffs nicht beeintrachtigt, wurden 

30 aktive Gruppen in PEG oder den ^rkstoff eingefuhrt oder die Verbindungen mit einem Linker aneinander gebunden. 
tJblicherweise wird PEG dafiir mit einer aktiven Gruppe versehen, welche nachfolgend kpvalent an die kopplungsfahige 
Gruppe eines Proteins gebunden wird. 

[0007] So wurde beispielsweise der Verlust der Bindungsaktivitat von Antik6rpem und deren Fragmenten nach deren 
Kopplung an PEG beschrieben (Kitamura et al.. Cancer Res., Vol. 51 (1991), S. 4310-4315; und Pedley, et aL, Br. J. Can- 
35 cer. Vol. 79 (1994), S. 1126-1130). Zur Losung dieses Problems schlagen Cliapman et al. (Nature Biotech., \bl. 17 
(1999), S. 780-783) vor, PEG an bestimmte Bindungsstellen des Antikorpers zu binden. 

[0008] Der Aktivitatsverlustes des Kopplungspartners wird femer in WO 95/1 3090 beschrieben, Zur Losung wird vor- 
geschlagen, PEG mit einer reaktiven Gruppe zu aktivieren und PEG uber diese reaktive Gruppe in Gegenwart eines Tbn- 
sides an a-Interferon zu binden. Als bevorzugte reaktive Gruppe wird N-Succinimid-Carbonat genannt, das unter den ge- 

40 nannten Bedingungen mit der e-Aminogruppe des Lysin eine Urethan-Bindung ausbilden soli. 

[0009] Auch die WO 96/41813 offenbart Verfahren zur Herstellung eines Polymer-Polypeptid-Konjugates, bei denen 
das Polymer (insbesondere PEG) an einer spezifischen Stelle derivatisiert und anschlleBend an ein Polypeptid gebunden 
wird. Vorzugsweise wird dabei eine Amino-Oxi-Acetyl-Gruppe in PEG eingebracht und diese Verbindung anschlieBend 
an ein Polypeptid, insbesondere an IL-8, hG-CSF und IL- 1 gebunden. 

45 [0010] In der Literatur finden sich somit eine Vielzahl von Beispielen fiir entsprechende Konjugate; vgl. PEG-Insulin- 
Konjugate in US 4,179,337, PEG-bovines-Hamoglobin-Konjugate in US 4.412,989, PEG-Ribonuklease-Konjugate und 
PEG-Superoxiddismutase-Konjugate in \feronese et al.. Applied Biochem. Biotech., Vol. 11, 141-152 (1995), PEG-IL- 
2-Konjugate oder PEG-IFN-p-Konjugate in US 4,766, 106, PEG-Polymyxin-Konjugate in WO 90/15628 und PEG-rL-2- 
Konjugate in WO 90/07939. Einige Konjugate befinden sich inzwischen in der klinischen Anwendung. Beispielsweise 

50 konnten die Eigenschaften des Enzyms Asparaginase durch Konjugatbildung mit PEG verbessert werden, und ein PEG- 
Asparaginase-Konjugat ist unter der Marke Oncaspar® fiir die Krebstherapie kommerziell erhalUich. Eine groBe Anzahl 
weiterer Produkte befindet sich in den verschiedenen Phasen der klinischen Entwicklung (vgl. PEG-Pipeline unter 
www.enzon.com). 

[0011] Nicht nur Proteine sondem auch andere Verbindungen wurden nach diesem Schema an PEG und andere Poly- 
55 mere gekoppelt. WO 97/33552 und WO 97/38727 offenbaren beispielsweise die Kopplung von Paclitaxel an PEG und 
die Verwendung des Konjugates zur Behandlung von Tumoren. Die Verwendung eines PEG-Can^tothecin-Konjugates 
zur Behandlung von TXimoren wird von der Rrma Enzon in der klinischen Phase I untersucht. 

[0012] Femer sind auch Kopplungsreaktionen mit drei Verbindungen durchgefuhrt worden. WO 93/23062 offenbart 
beispielsweise die Herstellung eines Kopplungsproduktes aus einem gegen ein B-Zell-Lymphom gerichteten Antik6rper, 

60 aktiviertem PEG und einem Toxin. 

[0013] PEG-Protein-Konjugate weisen jedoch keine natiirliche Struktur auf, fiir die in vivo Abbauwege beschrieben 
wurden. Unter anderem aus diesem Grund sind neben den PEG-Konjugaten auch andere Konjugate und Protein-Polyme- 
risate ftir die Ldsung der oben genannten Probleme erzeugt worden. So gibt es eine ^^elzahl von Verfahren zur Vemet- 
zung verschiedener Proteine und Bindung von Ptoteinen an MakromolekfUe (vgl. zusammenfassende Dastellung in 

fiS Wong, S. S., "Chemistry of protein conjugation and cross linking", CRCS, Inc. (1993)). 

[0014] HES wild als Derivat eines natUrlich vorkommenden Amylopektins im Korper durch ot-Amylase abgebaut 
Auch die Herstellung von HES-Ptotdn-Konjugaten ist bereits im Stand der Tbchnik beschrieben worden (vgl. HES-Ha- 
moglobin-Konjugate in DE 26 16 086 oder DE 26 46 854). 
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10015] Hamoglobin ist ein Protein, das als Blutersatz- und Sauerstofilransport-Mittel (sog. "Hamoglobin-Based-Oxy- 
gen Carrier", HBOQ eine groBe klinische Bedeutung haben konnte. Obgleich der Bedarf an einem derartigen Produkt je- 
doch bereits frilhzeitig erkannt wurde (vgl. Rabiner, J. Exp. Med. 126, (1967) 1127), hat bisher keines der bekannten 
HBOC-Produkte den Status eines zugelassenen Arzneiniittels erreicht. 

[0016] Das naturliche Hamoglobin besieht aus zwei a- und P-Peptidketten, die als prosthetische Gruppe jeweils ein 5 
Ham gebunden haben. Isolierte Hamoglobin-Molekule sind jedoch sehr instabil und zerfallen rasch in die stabileren a,P- 
Dimere (MG 32 kDa). Die biologische Halbwertszeit von isoliertem Hamoglobin im Blutkreislauf liegl bei etwa 1 
Stunde, da die Dimere schnell iiber die Nieren ausgeschieden werden. Dabei erzeugen die Dimere nephrotoxische Ne- 
benwirkungen (vgl. Bunn & Jandl, J. Exp. Med. 129, (1967) 925-934). Entwicklungsarbeiten an derivatisicrten HSmo- 
globin-Molekiilen waren daher in erster Linie darauf gerichtet, Hamoglobin intramolekular zu vemetzen, zur Bildung 10 
von polymeren HBOC-Formen intermolekular zu verkniipfen und/oder an Polymere zu koppeln. 
[0017] Die bekannten Hamoglobin-Konjugate werden beispielsweise in Xue und Wong (Meth. in Enzymol, 231 
(1994), S. 308-322) und in DE 26 16 086 und DE 26 46 854 beschrieben. Letztere offenbart Verfahren mittels derer Ha- 
moglobin an HES gebunden wird, indem HES zunachst mit Natriumperiodat umgesetzl wird. Dabei entstehen Dialde- 
hyde, an die Hamoglobin gebunden wird. Demgegenuber beschreibt die DE 26 16 086 die Kopplung von Hamoglobin an 15 
HES nach einem Verfahren, bei dem zunachst ein Vemetzungsmittel (z. B. Biomcyan) an IffiS gebunden wird und an- 
schlieBend Hamoglobin an das Zwischenprodukt gebunden wird. 

[0018] HES ist ein substituiertes Derivat des in Maisstarke zu 95% vorkommenden Kohlenhydral-Polymers Amylo- 
pektin. HES weist vorteilhafte rheologische Eigenschaften auf und wild zurzeit als Wumenersatzmittel und zur Hamo- 
dilutionstherapie klinisch eingesetzt (Sommermeyer et al., Krankenhauspharmazie, Vol. 8 (8), (1987), S. 271-278; und 20 
Weidler et al., Arzneim.-Forschung/Dnig Res., 41, (1991) 494-498). 

[0019] Amylopektin besteht aus Glucoseeinheilen, wobei in dm Hauptketten a-l,4-glykosidische Bindungen vorlie- 
gen, an den Verzweigungsstellen jedoch a-l,6-glykosidische Bindungen. Die physikalisch-chemischen Eigenschaften 
dieses Molekuls werden im Wesentlichen durch die Art der glykosidischen Bindungen bestimml. Aufgrund der abge- 
knickten a-l,4-glykosidischen Bindung entstehen helikale Stnikturen mil etwa 6 Glucose-Monomeren pro Wmdung, 25 
[0020] Die physikalischchemischen als auch die biochemischen Eigenschaften des Polymers konnen durch Substitu- 
tion verSndert werden. Die Binfflhrung einar Hydroxyethylgruppe kann durch alkalische Hydroxyethylierung erreicht 
werden. Durch die Reaktionsbedingungen kann die unterschiedliche Reaktivitat der jeweiligen Hydroxylgruppe im un- 
substituierten Glucosemonomer gegeniiber der Hydroxyethylierung ausgenutzt werden, dadurch ist eine begrenzte Ein- 
flussnahme auf das Substitutionsmuster mdglich. 3q 
[0021] Daher wird HES im Wesentlichen uber die Molekulargewichtsverteilung und den Substitutionsgrad gekenn- 
zeichnet. Der Substitutionsgrad kann dabei als DS ("degree of substituUon"), welcher auf den Anteil der subsUtuierten 
Glucosemonomere alter Glucoseeinheilen Bezug nimmt, oder als MS ("molar substitution") beschrieben werden, womit 
die Anzahl von Hydroxyethylgruppen pro Glucoseeinheit bezeichnet wird. 

[0022] HES-Losungen liegen als polydisperse Zusammensetzungen vor, in denen sich die einzelnen Molekiile hin- 35 
sichtlich des Polymerisationsgrades, der Anzahl und Anordnung der Verzweigungsstellen, sowie ihres Substitutionsmu- 
sters voneinander unterscheiden. HES ist somit ein Gemisch von Verbindungen mit unterschiedlichem Molekularge- 
wicht. Denaentsprechend wird eine bestimmte HES-Losung durch ein durchschnittliches Molekulargewicht anhand sta- 
tistischer GroBen bestimmt. Dabei wird Mn als einfaches arithmetisches Mittel in Abhangigkeit von der Anzahl der Mo- 
lekiile eirechnet (Zahlenmittel), wahrend M^ das Gewichtsmittel, die masseabhangige MessgroBe darsteUt. 40 ' 
[0023] Eine selektive chemische Bindung von Proteinen an HES wurde bisher jedoch dadurch verhindert, dass die Ak- 
tivierung der HES nicht selektiv erfolgt. So resultieren die im Stand der Tfechnik bekannten Protein-HES-Konjugate aus 
einer nicht-selektiven Kopplung von Bromcyan-aktivierter HES an Hamoglobin (vgl. DE26 16086). Entsprechende 
Verfahren konnen zu polydispersen Produkten mit uneinheitlichen Eigenschaften und potentiell toxischen Nebenwirkun- 
gen fuhren. 

[0024] Von Hashimoto (Hashimoto et al., Kunststoflfe, Kautschuk, Fasem, Vol. 9, (1992) S. 1271-1279) wurde erst- 
mals ein Verfahren offenbart, in dem eine reduzierende Aldehyd-Endgruppe eines Saccharids selektiv oxidiert werden 
konnte, wobei ein reaktiver Ester (Lacton) gewonnen wurde. 

[0025] Auf der Grundlage dieses Verfahrens offenbart WO 98/01158, dass Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Konju- 
gate erhalten werden k5nnen, in denen Hamoglobin an HES selektiv Uber Amidbindungen zwischen freien Aminogrup- 50 
pen des Hamoglobins und der in oxidierter Form vorliegenden reduzierenden Endgruppe der HES miteinander verknupft 
sind. Sowohl die in Hashimoto et al. offenbarten Verfahren als auch die Verfahren gemaB WO 98/01 158 basieren jedoch 
auf einer Reaktion zwischen Saccharid (HES) und Protein (Hamoglobin) in organischem Losungsmittel. Konkret wuixle 
in dieser Veroffentlichung Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. 

[0026] Dem Fachmann ist jedoch bekannt, dass viele Prpteine in oiganischen Losungsmitteln eine Struklurandening 55 
erleiden, welche sich in wassrigen Losungen nicht zurdckbildet. In der Regel geht mit der Strukturanderung auch ein Ak- 
ti vitatsverlust einher. In jedem Fall ist das organische Losungsmittel aufwendig zu entfemen, da fiir die geplante medi- 
zmische Verwendung bereits residuale Anteile organischer Losungsmittel nicht akzqjtabel sein kSnnen. Sogar die poten- 
tielle Gefahr von Verunreinigungen und Strukturanderungen der Ptoteine ist im Hinblick auf die geplante Vferwendune 
auszuschliessen. 

[0027] Der vorUegenden Erfindung liegl somit die Aufgabe zugrunde. verbesserte Nferfahren zur Herstellung von Hy- 
droxyethylsiarke-Wirkstoff-Konjugaten zur Verfiigung zu stellen, die zu biologisch aktiven Konjugaten fiihren, welche 
im klmischen AUtag eingesetzt werden kfinnen. Eine weiteic Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein \fer- 
fahren zur Herstellung von Hydroxyethylstarke-Wdcstoff-Konjugaten bereit zu steUen, bei denen nicht in nennenswer- 
tem Umfang Nebenprodiikte erzeugt werden. da auch diese Nebenprodukte die anschlieBende Aufreinigung des Produk- 
tes in erfieblichem Umfang beeinlrSchtigen. 

[0028] Diese Aufgabe wurde nunmehr iiberraschenderweise durch Vferfehren zur Herstellung eines kovalenten HES- 
WirkstofiP-Konjugates gelost, bei dem man HES und mindestens einen Wurkstoff in einem wassrigen Reakuonsmedium 
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miteinander umsetzt und ist dadurch gekennzeichnet, dass das Reaktionsmedium Wasser oder ein Gemisch von Wasser 
mil organischem Losungsmittel, welches mindestens 10 Gew.-% Wasser umfaBt, ist. 

[0029] Vorzugsweise wird HES vor Bindung an den Wirkstoff oxidiert, wobei eine spezifische Oxidation der reduzie- 
renden Endgruppen besonders bevorzugt ist. Allernativ dazu kann die Kopplung uber die Bildung einer SchiflTschen 
5 Base zwischen HES und einem Amin Gruppen-tragenden Wirkstoff als Zwischenprodukt erfolgen. Dieses Zwischenpro- 
dukt wird anschlieBend unter Ausbildung einer Methylenamingruppe reduziert. 

[0030] SchlieBlich werden durch die vorliegende Erfindung HES-^rkstoff Konjugate zur VerfUgung gesteilt, die 
durch die obigen Verfahren erhaltlich sind. 

10 KURZEBESCHREmUNGDERHGUREN 

[0031] Fig. 1 GPC Chromatogramm der Koppltmgsreaktion zwischen ox-HES 1 30 kD und HSA nach Verfahren A. HI; 
[0032] Fig. 2 GPC Chromatogramm der Kopplungsreaktion zwischen ox-HES 1 30 kD und HSA nach Verfahren A . IV; 
[0033] Fig. 3 GI*C Chromatogramm der Kopplungsreaktion zwischen ox-HES 130 kD und HSA nach Verfahren A. V 
IS und einer Reaktionszeit von 2 Stunden; 

[0034] Fig. 4 GPC Chromatogramm der Kopplungsreaktion zwischen ox-HES 130 kD und HSA, Verfahren A. V, Re- 
aktionszeit iiber Nacht; 

[0035] Fig. 5 GPC Chromatogranmi der Kopplungsreaktion zwischen ox-HES 10 kD und HSA nach Verfahren A. V 
nach 2 Stunden (Fig. 5a) und Uber Nacht (Fig, 5b); 
20 [0036] Fig. 6 GFC Chromatogramm der Kopplungsreaktion zwischen ox-HES 130 kD und HSA nach Verfahren A. 
Vn, nach 24 Stunden Reaktionszeit; 

[0037] Fig. 7 GPC Chromatogramm der Kopplungsreaktion zwischen ox-HES 130 kD und HSA nach Verfahren B. V; 
[0038] Fig. 8 SDS-PAGE und Western Blot verschiedener Kopplungsreaktionen zwischen HES und HSA; 
[0039] Fig. 9 SDS-PAGE und Western Blot verschiedener Kopplungsreaktionen zwischen HES und HSA; 
2S [0040] Die vorliegende Erfindung stellt erstmals ein Verfahren zur Herstellung eines kovalenten HES-Wiikstoff-Kon- 
jugates zur Verfugung, bei dem man HES und mindestens einen ^^kstoff in einem wSssrigen Reaktionsmedium mitein- 
ander umsetzt und ist dadurch gekennzeichnet, dass das Reaktionsmedium Wasser oder ein Gemisch von Wasser mit or- 
ganischem Ijosungsmittel, welches mindestens 10 Gew.-% Wasser umfaBt, ist. 

[0041] Im Rahmen der vorliegenden Erfindimg wird eine chemische Verbindung als Wirkstoff bezeichnet, wenn die 

30 Verbindung geeignet ist, aktiver Bestandteil eines beliebigen Mittels ftir therapeutische oder diagnostische Zwecke zu 
sein. Eine Obersicht iiber die zugelassenen Arzneimittel und deren W^rkstoffe befindet sich in der Roten Liste. Alle in der 
Roten liste genannten )^%kstoffe kdnnen ftir die Herstellung der HES-Wirkstoff-Konjugate nach dem erfindungsgema- 
Ben Verfahren v«wendet werden. Daflir kann es notwendig sein, eine aktive Gruppe, beispielsweise mittels Linker; in 
den "\^kstoff vor der Bindung an HES einzufuhren. GemaB der vorliegenden Erfindung umfaBt der BegrifiF Wirkstoff 

35 aber auch alle Verbindungen, deren Eignung fur die diagnostische oder therapeutische Verwendung zwar bekannt ist, die 
jedoch aufgrund der oben daigestellten Probleme bisher ftir diesen Zweck nicht eingesetzt werden konnten. Vorzugs- 
weise handelt es sich bei dem Wirkstoff um ein Vitamin, ImpfstofF, Toxin, Antibotikum, Appelitzugler, Anasthetikum, 
Analgetikum, Antirheumatikum, Antiallergikum, Antiasthmatikum, Antidepressivum, Antidiabetikum, Antihistamini- 
kum, Antihypertonikum, oder ein antineoplastisches Mittel. Strukturell kann es sich beispielsweise um ein Hormon, Ste- 

40 roid, Lipid, Protein, Oligo- oder Polypeptid oder um eine Nukleinsaure handeln. 

[0042] Die nach der vorliegenden Erfindung hergestellten Verbindungen behalten die Aktivitat des Wirkstoffes und die 
vorteilhaften Eigenschaften der HES. Als weitere Vorteile weisen die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren herge- 
stellten Konjugate eine verbesserte in vivo Halbwertszeit der Wirkstoffe, verringerte Toxizitat, verbesserte Stabilitat und 
verbesserte Loslichkeit der Wirkstoffe auf. 

45 [0043] Das Reaktionsmedium des erfindungsgemaBen Verfahrens umfaBt mindestens 10 Gew.-%, bevorzugt minde- 
stens 50 Gew.-%, insbesondere mindestens 80 Gew.-%, wie beispielsweise 90Gew.-%, oder sogar bis zu 1(X) Gew.-%, 
Wasser, und dementsprechend hochstens 90% Gew.-%, bevorzugt hochstens 50% Gew.-%, insbesondere hochstens 
20 Gew.-%, beispielsweise 10 Gew.-%, oder sogar bis zu 0 Gew.-%, organisches LdsungsmitteL Die Reaktion findet also 
in einer waBrigen Phase statt. Das bevorzugte Reaktionsmedium ist Wasser. 

50 [0044] Das erfindungsgemaBe Verfahren ist schon deshalb von Vorteil, weil nicht zwangslaufig toxikologisch bedenk- 
liches Losungsmittel eingesetzt werden muss und demzufolge bei dem erfindungsgemaB hergestellten Produkt die Ent- 
femung, auch geringer Reste toxikologisch bedenklicher Losungsmittel entfallt, wie sie nach dem bekannten Verfahren 
inmier zwingend ist, um die unerwiinschte Verunreinigung mit Losungsmittel zu vermeiden. Weiterhin kann die nach 
dem bisherigen Verfahren notwendige zusatzliche QualitatskontroUe auf Reste toxikologisch bedenklicher Losungsmit- 

55 tel unterbleiben, weil das erfindungsgemaBe Verfahren die Verwendung von toxikologisch nicht bedenklichen Losungs- 
mitteln bevorzugt. Erfindungsgemass bevorzugte Losungmittel sind beispielsweise toxikologisch unbedenkliche proti- 
sche Losungsmittel wie Ethanol oder Propylenglykol. 

[0045] Weiterhin ist ein Vorteil des erfindungsgemassen Verfahrens, dass durch organische Losungsmittel induzierte 
iiieversible oder reversible Strukturanderungen von Proteinen oder Peptiden grundsatzlich vermieden werden, die bei 

60 Verfahren in organischen Losungsmitteln nicht systematisch ausgeschlossen werden konnen. Das nach dem erfindungs- 
gemassen Verfahren erhaltene Produkt ist demzufolge von dem in DMSO beigestellten verschieden. 
[004(i»] ErfindungsgemaB wurde f^er iibenrascbenderweise festgestellt, dass eine Kopplung von HES an '^A^kstoffe in 
einer wassrigen Ldsung voigenommen werden kann, ohne dass dabei in nennensweitem Umfang Nebenreaktionen zu 
beobachten sind. Das earfindungsgen^Be Wrfahren ftihrt somit unmittelbar zu veibesserten Produkten in giofier Reinheit. 

65 Das erfindungsgemaBe Verfahren mndglicht somit erstmals die einfache Herstellung von HES-l^kstoff-Konjugaten, in 
denen der Wirkstoflf in aktiver Form vorliegl und die vorteilhaften Eigenschaften der HES erhalten bleiben. Zur Isolie- 
rung des HES-^A^kstoff-Konjugates aus dem Reaktionsgemisch sind keine besonderen Verfahren erforderlich, da die 
Reaktion in der wassrigen Phase eifolgt, also nicht zwangslaufig organische Losungsmittel abgereinigt werden mtissen. 
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[0047] ErfindungsgemaB ist es bevorzugl, dass HES unmittelbar an eine e -NHr Gruppe, a-NH2-Gruppe, SH-Gruppe, 
COOH-Gruppe oder -C(NH2)2-Gnippe des Wirkstoffes bindet, Altemativ dazu kann eine weitere reaktive Gruppe in 
HES eingefuhrl werden oder die Bindung zwischen HES und dem Wirkstoff uber einen Linker erfolgen. Die Verwen- 
dung von entsprechenden Linkem zur Bindung von Wirkstoffen an PEG ist im Stand der Technik bekannt. Die Verwen- 
dung von Aminosauren, insbesondere Glycin, Alanin, Leucin, Isoleucin, und Phenylalanin, sowie von Hydrazin- und 5 
Oxylamin-Derivaten als Linker, wie in WO 97/38727 und EP 605 963 offenbart ist bevorzugt. 

[0048] GemaB einer Ausfuhrungsform des Verfahrens der vorliegenden Erfindung wird HES vor Bindung an den 
Wirkstoff oxidiert. Die Oxidation kann nach einem der im Stand der Technik bekannten Verfahren erfolgen, wobei eine 
selektive Oxidation der reduzierenden Endgruppen der HES bevorzugt ist. Dies ermoglicht Verfahren, bei denen die oxi- 
dierte reduzierende Endgruppe der HES mit einer Aminogruppe des WirkstofiPes unter Ausbildung eines Amids reagierl. lo 
Diese Ausfuhrungsform weist den besonderen Vorteil auf, dass eine spezifische Bindung zwischen HES und den Wirk- 
stoffen und somit ein besonders horaogenes Produkt erzielt wird. 

[0049] Dabei laBt man HES mit oxidierten reduzierenden Endgruppen und den Wirkstoff vorzugsweise mindestens 12, 
besonders bevorzugt mindestens 24 Stunden miteinander reagieren. Femer kann es wiinschenswert sein, einen beliebi* 
gen Aktivator, beispielsweise Ethyldimethyl-aminopropyl-Carbodiimid (EDC), zuzugeben. Das Mol-Verhaltnis zwi- 15 
schen HES und Wirkstoff wahrend der Reaktion kann beliebig gewahlt werden, liegt ublicherweise im Bereich von 
HES : Wu-kstoflf von 20 : 1 bis 1 : 20, wobei ein Verhaltnis von 6 : 1 bis 1 : 6 besonders bevorzugt ist. Die besten Ergeb- 
nisse wurden bei einem Mol-Verhaltnis von HES : Wirkstoff von etwa 2 : 1 erzielt. 

[0050] Andere Kopplungsreaktionen zwischen einer Aminogruppe des Wuicstoffes und HES sind selbstverstandlich 
auch vom Umfang der Erfindung urafaBt. Beispielsweise Verfahren, bei denen HES und der Wirkstoff unmittelbar mit- 20 
einander umgesetzt werden, wobei eine SchifTsche zwischen HES und Wirkstoff als Zwischenprodukt entstehL Die Azo- 
methingruppe -CH=N- der Schiffschen Base kann anscblieBend unter formaler Addition von <2H> zu einer Methylena- 
mingruppe -CH2-NH- reduziert werden. Fur diese Reduktion kann der Fachmann eine Vielzahl von im Stand der Tfechnik 
bekannten Reduktionsmitteln verwenden, wobei die Reduktion mittels BH4 besonders bevorzugt ist 
[0051] Die Kopplung des HES kann an eine beliebige Gruppe des \^rkstoffes erfolgen. Die Kopplung wird vorzugs- 25 
weise so vorgenommen, dass das Konjugat mindestens 50%, vorzugsweise mindestens 75% der Aktivitat des Wirkstof- 
fes vor der Kopplung aufweist, wobei ein Erhalt von mindestens 95% der Aktivitat besonders bevorzugt ist. Die Kopp- 
lungsreakdon kann natiirlich auch so gesteuert werden, dass die Bindung des HES ausschlieBlich an eine oder meherere 
bestimmte Gruppen des ^rkstoffes erfolgt, beispielsweise an Lysin- oder oder Cystein-Reste eines Peptids. Besondere 
Vorleile eigeben sich, wenn man HES uber die oxidierten reduzierenden Endgruppen an eine oder meherere bestimmte 30 
Gruppen des VWrkstoffes bindet, da bei einem entsprechendra Vorgehen homogene HES-Wirkstoff-Konjugate erhalten 
werden. 

[0052] GemSfi einer bevorzugten AusfQhrungsform des Vbrfahrens der vorliegenden Erfindung werden als Ausgangs- 
stoffe fUr die Reaktion HES und ein Protein oder ein Peptid eingesetzt. Dabei k6nnen beliebige therapeutische oder dia- 
gnostische Ptoteine nattirlichen oder rekombinantne Ursprungs verwendet werden. Eine Liste der derzeit auf dem Markt 35 
befindlichen Wirkstoffe rekombinanter Herstellung findet sich in Pharma Buisness, July/August 2000, Seiten 45 bis 60. 
Die vorliegende Erfindung umfaBtdie Herstellung von HES-Wirkstoff-Konjugaten, die irgend einen der in dieser Verof- 
fentlichung genannten Wirkstoffe umfassen. 

[0053] Die Herstellung von Konjugaten unter Verwendung von Zytokinen, beispielsweise Interferonen, Interleukinen, 
Wachstumsfaktoren, Enzymen, Enzym-Inhibitoren, Rezeptoren, Rezeptor-Fragmenten, Insuliln, Faktor VIH, Faktor DC, 40 
Peptid- Andbiotika, virale HuU-Proteine, Hamoglobin, Erythropoietin, Albumin, hTPA, Antikorper, Antikorperfragmen- 
ten, Einzelketten- Antikorper, DNA, RNA oder ein Derivat davon ist besonders bevorzugt. Besondere Vorteile ergeben 
sich bei der Verwendung von rekombinanten Proteinen oder Peptiden in dem erfindungsgemaBen \ferfahren. Wie bereits 
ausgeftihrt, konnen entsprechende Proteine haufig aufgrund ihrer fur Menschen antigenen Eigenschaften nicht als Wirk- 
stoffe eingesetzt werden. Nach Kopplung an HES durch die erfindungsgemaBen \ferfahren verringert sich jedoch die Im- 45 
munogenitat der rekombinanten Proteine, was den medizinische Einsatz am Menschen ermoglicht. 
[0054] Besondere Vorteile ergeben sich femer bei der Kopplung von HES an kurzkettige Protei ne und kleinere Peptide. 
Derzeit werden eine Vielzahl von Peptidbanken erstellt, beispielsweise Phagen-Display-Banken, bei denen kurze Oligo- 
peptide (beispielsweise 3- bis 20- mere) auf der Oberflache von Phagen exprimiert werden. Femer werden Antikorper aus 
einer einzigen Polypeptidkette (sogenannte "single chain antibodies", Einzelketten- Antikorper) in Bakterien oder auf der 50 
Oberflache von Phagen exprimiert. Diese Banken werden auf bestimmte Wirkstoff- oder Bindungs- Aktivitat hin durch- 
gesehen. Die therapeutische und diagnostische Verwendung entsprechender Peptid- Wrkstoffe oder Antikorper scheitert 
jedoch bislang daran, dass diese im Organismus aufgrund ihrer geringen GroBe sehr schnell ausgeschieden werden (vgl. 
Chapman et al., 1999, a. a. O.). Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren kSnnen diese Peptide vorteilhaft an HES ge- 
koppelt werden, und weisen eine in vivo Halbwertszeit auf, die eine Verwendung als Wirkstoff ermoglicht. 55 
[0055] Altemativ zu den obigen Ausfuhrungsformen kann als Wu-kstoflf ein Hormon, ein Steroidhormon, ein von Ami- 
nosauren abgeleitetes Hormon oder ein von Feltsauren abgeleitetes Hormon eingesetzt werden. ImEinzelfall mag es not- 
wendig sein, mittels eine aktive Gruppe, beispielsweise mittels Linker, in das Hormon vor der Bindung an HES einzu- 
fiihren. 

[0056] ErfindungsgemaB kann beliebige physiologisch vertragliche HES als Ausgangsmaterial verwendet werden. 60 
HES mit einem mittleren Molekulargewicht (Gewichtsmittel) von 1 bis 300 kDa, insbesondere von 1 bis 150 kDa ist be- 
vorzugt. HES mit einem mittleren Molekulargewicht von 2 bis 40 kD ist besonders bevorzugt.. HES weist vorzugsweise 
einen molaren Substitutionsgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhaltnis von C2 : Ce-Substitution im Beieich von 2 bis 20, je- 
weils bezogen auf die Hydroxyethylgruppen, auf 

[0057] Die Erfindung betrifft ferner die nach den obigen Verfahren erhaltlichen HES-Wirkstoff-Konjugate. Diese Kon- 65 
jugate weisen vorteilhafle Eigenschaften auf, namlich hohe Aktivitat des WirkstofFs, geringe ImmunogenitSt, lange Ver- 
weilzeit im Korper und exzellente rheologische Eigenschaften, weiche den medizinischen Nutzen der Konjugate stei- 
gem. 
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[0058] DemgemaB umfaBt die vorliegende Erfindung ebenfalls Verfahren zur Herstellung eines Arznei- oder Diagno- 
semiltels, bei denen man ein HES-Wirksloff-Konjugat nach einem der obigen Verfahren herstellt und mit einem der im 
Stand der Technik bekannten, pharmazeutisch vertraglichen TVager, Adjuvans oder Hilfsstoff vermischt, sowie liach die- 
sem Verfahren erhaltliche Arznei- oder Diagnosemittel. 

[0059] Die medizinische Verwendung des entsprechenden Arzneimittels hangt von der Art des Wirksloffs ab. Wird 
beispielsweise Hamoglobin als WirkstofF eingesetzt, kann das Konjugat als Sauerstofif-TVansport-Mittel verwendet wer- 
den. Wird andererseits ein Zytokin als Wirkstoff fur die Herstellung verwendet^ kann das Konjugat beispielsweise in der 
Tumortherapie verwendet werden. Die Konzentration des jeweils zu verwenden Konjugates in dem Arzneimittel kann 
von jedem durchschnittlichen Fachmann ohne weiteres in Dosis-Wirkungstests ermittelt werden. 
[0060] Die Diagnosemittel konnen in vivo oder in vitro zur Diagnose von Erkrankungen oder Storungen verwendet 
werden. Wenn als Wirkstoff ein Antikorper oder AntikSrperfragment eingesetzt wird, eignel sich das Konjugat beispiels- 
weise fur die Durchfiihrung der im Stand der Technik ublichen ELJSA-Nachweisverfahren. 
[0061] In den Beispielen wurden die nachfolgend beschriebenen Materialien verwendet; 
Humanes Serumalbumin: Sigma-Aldrich A3782 
PIES 130 kD: Typ 130/0,5, hergestellt aus T91SEP (Fresenius Kabi) 
Daten: Mw: 130 000 ± 20 000 D 
M„: 42 600 D 

HES 10 kD: Typ HHH 4-2 (Fresenius Kabi) 
Daten: Mw: 9 800 D 
Mo: 3 695 D 

EDC: Sigma- Aldrich Nr. 16.146-2 (Elhyldimethyl-aminopropyl-Carbodiimid) 
HOBt Sigma-Aldrich Nr. 15.726-0 (1-Hydroxy-lH-Benzotriazolhydral) 
DIG-Glykandetektionskit: Roche-Boehringer Nr. 1142 372 

[0062] Die folgenden Beispiele 1 bis 6 beschreiben die Kopplung von HSA und Diaminobutan an HES mit oxidierten 
reduzierenden Endgruppen oder die dirckte Kopplung von HSA an HES. HSA und Diaminobutan sind dabei lediglich 
Beispiele ftir die oben definierten >^%kstoffe. 

Beispiel 1 

Selektive Oxtdierung der reduzierenden Endgruppen der Hydroxyethylstarke 

[0063] FOr die selektive Oxidierung der reduzierenden Endgruppen der Hydroxyethylstarke (130 kD und 10 kD) 
wurde diese in einer minimalen Menge Wasser aufgelosl und mit einer verschiedenen Mengen einer lod-Losung und ei- 
ner K0H-L6sung versetzt, 

[0064] Die Mischung wurde geriihrl, bis die auf I2 hinweisende Farbe verschwand. Diese Vorgehensweise wurde mehr- 

fach wiederholt, um die Zugabe einer groBeren Menge der lod-Losung und KOH-Losung zu erreichen. Die Losung 

wurde anschlieBend uber einen Amberlite IR 120 Na^ Kadonenaustauscherharz gereinigt, fiir 20 Stunden gegen destil- 

liertes Wasser dialysieri (Dialyserohrchen mit einer Ausschlussgrenze von 4^6 kD) und lyophylisierl. 

[0065] Der Grad der Oxidation wurde jeweils mittels des in Somogyi, N. (Method in Carbohydride Chemistry, Vol. 1, 

(1962) S. 384-386) offenbarten Verfahrcns ermittelt Die Protokolle der Oxidationsreaktion sind in Tkbeile 1 wiederge- 

geben. 
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TabcUel 



Oxidation der reduzieienden Endgruppen der HES (130 kD und 10 kD) unter verschieden Bedingungen 



Verfahren 


HES (Hn) 


lod-Ldsg. 
O.IN 


O.IN 


1 o^^nnnc 

nlttel 




Ertrag 


UAlUnlJUn \l) 
HES 130 


2.4xl0'*inol 


0.3 m] 
3.0xl0"^mol 


0.5 ml 
5.0x10"^ mol 


Hasser 
4.0 ml 


4 h 

25''C 


30»1% 


UaIUAIIUN {dj 
HES 130 


4 g . 
9.4xl0'^mo] 


1.0 ml ^ 
l.OxlO'^rool 


1.5 ml 
l.SxlO"* mol 


Hasser 
6.0 ml 


u. Nacht 

25''C 


24.8% 


OXIDATION (3) 
HES 130 


1.2xl0^mol 


1.2 ml 
1.2x10 '•mol 


1.5 ml 

1.5x10** mol 


Hasser 
7.5 ml 


u. Nacht 
25'C 


24.3% 


nviriATinu /a\ 

UaIOATION (4; 
HES 130 


1.2xl0^mol 


3.0 ml ^ 
3.0xl0"*mol 


4.5 ml ^ 
4.5x10*^ mol 


Hasser 
7.5 ml 


Q. Nacht 
25''C 


60.8% 


nvtnATtAu /e\ 

OXIDATION (5) 
HES 130 


1.2xl0'^niol 


4.0 ml 
4.0xl0"'mol 


5 ml ^ 
5.0x10"* mol 


Hasser 
7.5 ml 


u. Nacht 
25'»C 


60.0% 


UAlUMIlUn ^0^ 

HES 130 


1.9xl0*^iix)l 


7.0 ml 
7.0xlO*^mol 


11.5 rol 
1.2x10"^ mol 


Hasser 
7.5 ml 


0. Nacht 
25'C 


88.4% 


UAJUAIlUn \/) 
HES 130 


2.4xl0-^mol 


10 ml 

l.OxlO'^mol 


20 rol , 
2.0x10"^ mol 


Hasser 
7.5 ml 


u. Nacht 
25"C 


100% 


nxTnATTfiN ^^^ 

uAiU/ilivti 

HES 10 


5 g 

1.4xlO"^mol 


£.0 ml 
2.0xlO'*raol 


2.0 rol ^ 
2.0x10"^ mol 


Hasser 
10.0 ml 


20 h 
25'C 


3.0% 


OXIDATION (2) 
HES 10 


1.4xlO'^nK)l 


3.5 ml 
3.5xlO'^mol 


4.5 ml 
4.5x10^ mol 


Hasser 
10.0 ml 


u. Nacht 
25^0 


5,3% 


OXIDATION (3) 
HES 10 


4.1xl0^raol 


21.0 ml 
2.1x10*^1 


31.0 rol 
3.1x10-^ mol 


Hasser 


u. Nacht 
25'C 


10.5% 


OXIDATION (4) 
HES 10 


2.2xl0"^niol 


83.0 ml 
8.3xl0^mol 


180.0 ml 
1.8x10 * mol 


Wasser 


u. Nacht 
25^C 


80.0% 


OXIDATION (5) 
HES 10 


l.QxlO'^mol 


95.0 ml 
9.5xl0^mol 


210.0 ml 
2.1x10*^ mol 


Hasser 


u. Nacht 
25°C 


100.0% 


OXIDATION (6) 
HES 10 


5,4 g 

l^/xlO"^! 


50 ml 
5.0x10'^ 


150 ml 
1,5x10'^ 


Hasser 


u. Nacht 
25'C 


100,0% 



5 



10 



15 



20 



25 



35 



[0066] Die in dieser meile zusammengefaBten ProtokoUe werden nachfolgend fur die Oxidation (6), HES 10 kD, im 
Detail wiedergegeben: 6.4 g HES 10 kD (1.7 mmol) wurden in einem ReaktionsgefaB unter standigem Ruhren in weni- 
gen ml Wasser gelost. Dazu wurden 50 ml einer 0,1 N Jodlosung (5.0 mmol) und 150 ml einer 0.1 N KOH-Losung 
(15 mmol) gegeben. Diese Mischung wurde uber Nacht bei 25°C stehen gelassen. Der Mix wurde mit Amberlite IR 120 45 
(Na+-Form) gereinigt und gegen Wasser dialysiert (Dialyseschlauch Celluloseacetat; Cutoff 4 bis 6 kD). Das dialysierte 
Produkt wurde lyophilisiert (Heraeus-Christ Alpha, Kolbentrocknung Uber Nacht). 

[0067] Wie Tabelle 1 zu entnehmen ist, wurde eine voUstandige Oxidation der reduzieienden Endgruppen (entspricht 
Ertrag 100%) der HES 130 kD erzielt, nachdem die lod-Menge von 3,0 X 10"^ mol bis auf 1,0 x 10^ ml erhoht wurde. 
[0068] Fur eine voUstandige Oxidation der reduzierenden Endgruppen der HES 10 kD war eine weitere Steigerung der 50 
lod-Menge auf eine Konzentration von mehr als 2,1 X 10^^ notwendig. 

Beispiel 2 

Bindung von HES mit oxidierten reduzierenden Endgruppen an HSA in wassriger Phase 55 

[0069] FUr die Kopplung wurde Hydroxyethylstarke mit oxidierten reduzierenden Endgruppen (ox-HES) und HSA 
vollstandig in Wasser gelosL Als die Losung klar war, wurde EDC in Wasser gelosl zugegeben, Nach Aktivierung durch 
EDC bei gemaBigtem Ruhren wurden weitere Mengen an EDC zugegeben. Die Reaktion wurde gegebenenfalls mit 
HOBt aktiviert und iiber Nacht stehengelassen. Das Produkt wurde durch Dialyse gegen destilliertes ^^ser fur 15 Stun- 60 
den gereinigt und anschlieBend lyophylisiert (nachfolgend als ^ferfarhen A bezeichnet). 
[0070] Die Protokolle der Kopplungsreaktion finden sich in Ibbelle 2. 
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'I^beUe2 



Kopplungsreaktionen zwischen HES (130 kD und 10 kD) mit oxidierten reduzierenden Endgruppen und USA unter ver- 
schiedenen Bedingungen (Verfahren A; Zahl in der Klammer in Spalte HES gibi das Oxidationsverfahren nach T^belle 1 

wieder) 





Verfahren A 


HSA 


ox-HES 
(Mn) 


EDC 


HOBt 


Losungs- 
mittel 


Akti- 
vier. 


Reaktion 


10 


Kopplung I 
ox-HES 130 


300 mg 
4,4xl0'^mol 


100 mg (1) 
2.4xlO'^mol 


25 mg ^ 
1.6xl0*mol 


100 mg 
7.7xlO'^mol 


HjO/Oioxan 
13 ml/2 ml 


1.5 h 
3-4°C 


4 h 
25"C 




Kopplung II 
ox-HES 130 


100 mg 
1.5xl0"®mol 


300 mg f2) 
7.0xlO'®mol 


15 mg ^ 
9.7xlO'^mol 


100 mg 
7.7xlO'mol 


HgO/Di oxan 
10 mJ/3 ml 


1.5 h 
3-4°C 


ii. Nacht 
25''C 


15 


Kopplunglll 
ox-HES 130 


200 mg 
3.0xl0'^ino1 


3.8 g f5) 
8.9xl0*'raol 


46.5 mg 
3.0xlO*'*mol 


20 mg 
1.5xlO"^mol 


HjO/Oi oxan 
10 ro1/3 ml 


0 h 


24 h 
25«C 




Kopplung IV 
ox-HES 130 


100 mg^ 
l.SxlO'^mol 


1.9 g (5) 
4.5xlO''iDOl 


25 mg ^ 
l,6xl0'^mol 


20 mg 
l.SxlO'^mol 


Hasser 


1.5 h 
3-4°G 


u, Nacht 


20 


Kopplung V 
ox-HES 130 


200 mg 
3.0xlO*®mol 


4.3 g (5) 
l.OxlO'^raol 


100 mg 
6.0xl0"*mol 


0 mg 


Wasser 


0 h 


il. Nacht 
25'»C 




Kopplung VI 
ox-HES 130 


100 mg 
1.5x10"® 


130 mg f7) 
3,OxlO'®mol 


50 mg 
3,0xl0"^mol 


0 mg 


Hasser' 
5ml + 10ml 


0 h 


5 h 
25°C 


25 


KopplungVII 
ox-KES 10 


100 ng^ 
1,5x10"® 


130 mg (7) 
B.OxlO'^mol 


200 mg 
3.0xl0*^raol 


0 mg 


Wasser* 5ml 
* 2x 10ml 


0 h 


24 h 
25*»C 


30 


Kopplung I 

Ax • tire 1 A 
0X-nt5 10 


100 mg 
1.5x10 moi 


300 mg (1) 
8.1x10* mol 


5 mg 

3.0x10 mol 


100 mg 
7.7xlO"*mol 


HjO/Dioxan 
13 ml/2 ml 


1.5 h 
3-4'C 


ii. Nacht 
25**C 


Kopplung II 
OX-HES 10 


70 mg 
l.OxlO-^mol 


1.0 g (2) 
2.7xIO^mol 


15-5 mg 
l,0xl0"*mol 


0 mg 


Hasser 


10 ml 

0 h 


u. Nacht 
25«C 




Kopplunglll 
ox-HES 10 


200 mg 
3.0xl0"®mol 


3.0 g m 
8.lxl0*n»l 


77.5 mg 
S.OxlO^mol 


20 mg 
1.5x10*^11101 


Hasser 


0 h 


6 h 
25-C 


35 


Kopplung IV 
ox-HES 10 


50 mg 
7.4xlO*^raol 


7.4 g (4) 
2.0xl0*^rool 


282 mg^ 
l.SxlO'^ol 


0 mg 


Wasser 


0 h 


u. Nacht 
25°C 




Kopplung V 
ox-HES 10 


100 mg 
1.5xl0*®mol 


103 g (6) 
2.8xl0''mol 


93 mg^ 
5.6xl0"^rool 


0 mg 


Hasser* 
4 ml 


0 h 


20 h 

25'C 


40 


Kopplung VI 
ox-HES 10 


100 mg^ 

l.SxlO'^IDOl 


103 g (6) 
2.8x10'%! 


200 mg, 
1.2xl0'^mo1 


0 mg 


Hasser* 
3x5 ml 


0 h 


30 h 
25 -C 



' • Zugabe der EDC-LOsung mit einem Tropftrichter innerhalb von 60 Hin. 



[0071] Die Kopplungsreaktion VU zwischen ox-HES 130 kD und HSA wird im folgenden im Detail erlautet: In einem 
Rundkolben wurden 130 mg ox-HES 130 kD (Oxidationsgrad ca. 100%) und 100 mg HSA unter Rtihren in ca. 5 ml 
Wasser bei Raumtemperatur gelosl. Sobald die Losung klar war, wurden 200 mg EDC in 3 Portionen jeweils in 5-10 ml 
Wasser gelost liber einen Zeitraum von einer Stunde zugetropft. Zwischen jeder Zugabe lieB man ca. 4 h bei Raumtem- 
50 peratur riihren. Nach 24 h Reaktionszeit wurde das Gemisch gegen Wasser dialysiert (Dialyseschlauch Celluloseacetat; 
Cutoff 4^ kD). AnschlieBend wurde das Produkl lyophihsierl. 

Beispiel 3 

55 Direkte Bindung von HES an HSA in wSssriger Riase 

[0072] Das Prinzip dieser Reaktion basiert auf der Bildung von Scbiffschen Basen zwischen HES und Aminogruppen 
des Ptoleins, wobei die Reaktion durch die Reaktion der Schiffschen Base zu dem entsprechenden Amin mittels NaBHj 
gesteuert wird (nachfolgend als Verfahren B bezeichnet). 
60 [0073] Dafur wurde HES vollstandig in wenig Wasser gel6st. Dazu wurde in Boratpuffer, pH 9.0, gelostes HSA gege- 
ben. Zu dieser Ldsung wurde NaBH4 gegeben und bei Raumtemperatur unter Riihren belassen. Ein weiteres Aliquot von 
HES 1 30 kD, gefolgt von weiterem NaBR, wurden zugegeben. Nach AbschluB der Reaktion wurde wie beschrieben dia- 
lysiert und gefrieigetrocknet 

[0074] Die Rrotokolle der einzelncn Versuche sind in Tabelle 3 zusammengefaBt. 
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TabeUe 3 



Dirckte Kopplungs zwischen HES (130 kD und 10 kD) und HSA unter verschiedwien Bedingungen (Verfahren B) 



Verfahren B 


HSA 


HES (Hn) 


NaBH4 


Puffer 
pH 


Reaktionszeit 


5 


Kopplung I 
HES 130 


50 rog 

7.5xlO*^njol 


500 mg. 
1.2xl0''mol 


500 mg 
1.3x10'^! 


Na^HPO^. 0 ml 
7.4 


46 h 
25'C. 




Kopplung II 
HES 130 


100 mg 
1.5xl0**W>l 


1.0 g 

2.4xl0''rool 


60 mg 
l.exlO'^mol 


Na^HPO^. I ml 
7,4 


20 h 
25°C 


to 


Kopplung III 
HES 130 


50 mg 

7.5xl0''mol 


9.8 g 
2.3xl0**mol 


285 mg 
7.5xl0"^rool 


Na^HPO^. 1 ml 
7,4 


36 h 
25°C 




Kopplung IV 
HES 130 


50 mg 

7.5xlO*'rooI 


2.0 g ^ 
4.7xl0lmol 


180 mg 
4.7xl0'^mol 


Borat O.IH 
9.0 


30 h 
25*C 


15 


Kopplung V 
HES 130 


50 mg 
7.5xlO"'mol 


4.0 g 
9.4xl0''mol 


60 mg , 
1.6x10*^1 


Borat O.IH 
9.0 


100 h 
25 




Kopplung I 
HES 10 


50 mg 
7.5xl0-^mol 


2.8 g - 
9.4x10 'mol 


28 mg 
1.6xl0\iol 


Borat O.IH 
9.0 


80 h 

25»C J 
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[0075] Im einzelnen wurde fUr die Kopplung der HES 130 kD 2.0 g dieser Verbindung voilstMndig in Wasser gelost (ca. 
5 ml). Dazu wurde 50 mg in 1 ml 0.1 M Boralpuffer, pH 9,0, geWstes HSA gegeben. Zu dieser Losung wurden 30 mg 
NaBH4 gegeben und unter Rtthren bei Raumtemperatur belassen. Nach 18 h wurde ein weiieres Aliquot von 2.0 g HES 25 
130 kD, gefolgt von weiteren 30 mg NaBHj zugegeben. Nach insgesamt 100 h Reaktionszeit wurde dialysiert und ge- 
firieigetrocknet (Kopplung V, HES 130 kD). 

[0076] FUr die Kopplung der HES 10 kD wurden 1.4 g dieser Verbindung komplett in Wasser gelost (ca. 5 ml). Dazu 
wurde 50 mg in 1 ml 0,1 M Boratpuffer, pH 9,0, gelostes HSA gegeben. Zu dieser Losung wurden 14 mg NaBH4 gege- 
ben und unter Riihren bei Raumtemperatur belassen. Nach 18 h wurde ein weiteres Aliquot von 1 .4 g HES 10 kD, gefolgt 30 
von weiteren 14 mg NaBHi zugegeben. Nach insgesamt 80 h Reaktionszeit wurde dialyisiert und eefnergelrocknet 
(Kopplung I, HES 10 kD). 



Beispiel 4 

Analyse der Kopplungsprodukte mittels GPC 

[0077] Die Reakdonsprodukte wurden zunachsl unter Verwendung von Gel-Permeations-Chiomatographie (GPC) 
analysiert. 



35 



40 



4.1 FOr die GPC wurde ein FPLC-Gerat (Pharmacia), welches mit einem HPLC UV Monitor (Hitachi) verbunden 
war, verwendet. Femer wurden die folgenden Bedingungen verwendet: 
Saule: Superose 12 HR 10/30 (1 x 30 cm) (Pharmacia) 

UV-Moniton 280 nm 

Purape: 0,2 ml/min 45 
Puffer: 50 mM Phosphat/150 mM NaCl pH 7,2. 

Unter diesen Bedingungen wird der HSA-Peak ublicherweise nach 63 min gefiinden, wobei zusatzlich ein kleiner 
Peak bei etwa 57 min gemessen werden kann, der durch HSA-Dimere verursacht wird. Die mittels GPC erhaltenen 
Chromatogramme lassen sich wie folgt analysieren: 

4.2 Fig. 1 ist ein Chromatogramm, das die GroBenverteilung der Produkte nach Kopplung von ox-HES 130 kD an 50 
HSA (Kopplung JJJ) zeigL Bei diesem Kopplungsverfahren wurden ohne HOBt-Aktivierung sehr gute Eigebnisse 
erzielt. Ein deuUicher, einzelner breiter Peak wurde bei 37 Min. und eine weitere, kleinere Bande bei 45 Min. ge- - 
messen, was auf ein Kopplungsprodukt mit hoherem Molekulargewicht als HSA hinweist. Gleichzeitig wurden 
Spuren von nicht-modifiziertem HSA gefunden. 

Fig. 2 zeigt die GroBenverteilung der Produkte nach Kopplung von ox-HES 130 kD an HSA (Kopplung IV). Die 55 
Reaktion wurde mit HOBt aktiviert. Es zeigt sich, dass diese Aktivierung die Ausbeute verringert, moglicherweise 
duFch Forderung von Nebenreaktionen. 

Die Fig. 3 und 4 zeigen die GroBenverteilung der Reaktionsprodukte wShrend und nach der Kopplungsreakdon von 
ox-HES 130 kD an HSA (Kopplung V). Nach 2 Stunden Reaktionszeit wurde nicht-modifiziertes HSA als Produkt 
mit der hochsten Konzentration, daneben aber auch erste Kopplungsprodukte mit hoherem Molekulaigewicht ge- 60 
funden. Nach Ablauf der Reaktion wurde ein homogenes Kopplungsprodukt mit einer Retentionszeit von ca. . 
35 Min. in hoher Konzentration gefiinden. Nftchtmodifizicrtes HSA und andere Kopplungsprodukte lagen in relativ 
geringer KonzenUration vor. 

Fig. 5 zeigt die entsprechende GrSBenverteilung der Reaktionsprodukte wShrend und nach dor Kopplungsreaktion 
von ox-HES 10 kD an HSA (Kopplung V). Auch hier zeigt sich, dass die Konzentration der Kopplungsprodukte mit 65 
einem Molekulaigewicht, das oberhalb des Gewichtes von HSA liegt, im Verlauf der Reaktion zunimmt. 
Eine Kopplungsreaktion, bei der nahezu alle HSA-Molekule in ein homogenes Kopplungsprodukt uberfuhrt werden 
konnten, wird schlicBlich in Fig. 6 gezeigt (Reaktionsprodukte der Kopplung VH). 
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4.3 Bin Beispiel fur die Chromatogramme, die bei der Analyse der direkten Kopplung von HES an HSA erhalten 
wuiden, wird in Fig. 7 gezeigt (Verfahren B, HES 130 kD, Kopplung V). Ein deutlicher Peak bei ca. 65 Min. (HSA) 
ist zu erkennen. Dariiber hinaus wurde aba: auch ein Kopplungsprodukt nachgewiescn (Pfeak bei ca. 42 Min.). 

Beispiel S 

Analyse der Kopplungsprodukle miltels SDS-PAGE und Western Biol 

5.1 5.1 PAGE wurde in Gegenwart von Natriumdodecylsulfal (SDS) unter Verwendung eines Miniprotean II Gera- 
tes der Firma Biorad und 7,5% Acrylamidgele durchgeftihrl. Die Durchfuhrung der Eleklrophorese erfolgte nach 
den Vorschriften des HersteUers. Die Gele wurden nach dem Verfahren von Blum (Elektrophoresis, Vol. 8, (1997) S. 
93-99) mil Silber gefarbt, um Proteine sichtbar zu machen. 

Die Gegenwart von Glykanen in den Kopplungsprodukten wurde raittels Western-Blot und Glykan-Detektions-Kit 
der Firma Roche-Boehringer nachgewiescn. Nach Auftrennung der Produkle mitlels SDS-PAGE wurden diese un- 
ter Verwendung des Blotting-Gerates der Miniprotean 11 Eleklrophoreseeinheil auf eine Nilrocellulosemembran 
uberfuhrt. Die Membran wurde anschlieBend miltels Periodat unter Bedingungen oxidiert, bei denen lediglich die 
vicinalen OH-Gruppe oxidiert werden. Diese wurden anschlieBend mil einem Amino-flinktionalisierten Digoxyge- 
nin umgesetzt. Gebundenes Digoxygenin wurde riiittels spezifischer monoklonaler Antikorper, welche an eine alka- 
line Phosphatase gebunden waren, nachgewiesen. Dafur wurde ein Substrat der Phosphatase (4-Nilro-telrazolium- 
chlorid/5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat) zugegeben, welches ein schwerlosliches blau-violettes Produkt er- 
zeugL Dieses Produkt schlagt sich auf der Membran nieder und lasst somit die Banden sichlbar werden. Nichtmo- 
difiziertes HSA und Kreatinase wurden als NegativkontroUen eingesetzt, wShrend TVansfeirin als PositivkontroUe 
fungierte. 

Die genauen Verfahrensschritte sind im Beipackzettel zu diesem Kit beschrieben (Roche-Boehringer). 

5.2 Die Fig. 8 und 9 zeigen jeweils eine Aufoahme des Silbeigefarblen SDS-PAGE-Gels (oben) und die Aufnahme 
der entsprechenden Ptodukte nach tTbertragung auf eine Membran und Glykannachweis (unten). Wie sich aus die- 
sen Figuren entnehmen laBt, entsleht wShrend der Kopplungsreaktion ein rclativ homogenes Glykan als Reaktions- 
produkt, wahrend gleichzeitig cUe KonzenUralion an nicht-modifiziertem HSA abninmfit. 

Beispiel 6 

AbklSrung mSglich^ Nebenieaktionen 

[0078] Zur Klaning, ob Nebenieaktionen in Form einer Selbstkondensation von HES mil oxidierten reduzierenden 
Bndgnippen erfolgen, wurden folgende ReaktionsansStze erstelU: 

l^belle4 



Reakdonsansatze zur Abklarung von Nebenreaktionen 





ox-HES 


EDC 


HOBt 


Wasser 


Reaktionszett 


HES 130 kD 


500 mg^ 
1.2x10*^1 


15 mg 

7.8x10-® mol 




5.0 ml 


30 h 
25 'C 


HES 130 kO 


500 mg 
l.ZxlO'Wl 


15 mg ^ 
7.8x10"' mol 


gesattlgte 
Losung 


5.0 ml 


30 h 
25"C 


HES 10 kD 


100 tng 
2.7x10 ^lol 


3.4 mg 
1.8x10** mol 




5.0 ml 


30 h 


HES 10 kO 


100 mg 
2.7xlO"^l 


liaxIO ' mol 


gesSttlgte 
Losung 


5.0 ml 


30 h 
25»C 


HES 130 kO 


700 mg^ 
l.6xl0"^l 


31 mg 

1.6x10'^ mol 




5.0 ml 


30 h 
25 "C 


HES 130 kO 


700 rog^ 
1.6xlO*^raol 


31 mg 

1.6x10** mol 


gesdttigte 
Losung 


5.0 ml 


30 h 
25»C 



[0079] Ziel der Experimente war nachzuweisen, inwieweit eine mogliche Selbstkondensation von HES in Gegenwart 
Oder Abwesenheii von HOBt stattfindet. Die Ftoben wurden lyophilisiert und zur Durchfuhrung der Analylik an Frcse- 
nius-Kabi ubergeben. 

[0080] Mitlels GPC und Streulichtmessungen konnten innerhalb der Detektionsgrenzen von einigen Prozent keine 
Hinweise auf MolekulaigewichtsveigroBcrungen gefunden werden. 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung eines kovalenten HES-Wirkstoff-Konjugates, bei dem man HES und einen Wirkstoff 
in einem Reaktionsmedium miteinander umsetzt, dadurch gekennzeicbnct, dass das Reakdonsmedium Wasser 
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Oder ein Gemisch von Wasser mit organischem Losungsmittel, welches mindeslens 10 Gew.-% Wasser umfaBt, ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem der Wirkstoff ein Vitamin, Impfstoff, Toxin, Antibodkum, AppetitzUgler, 
Anasthetikum, Analgedkum, Antirheumadkum, Andalleigikum, Andasdimadkum, Antidepressivum, Antidiabcti- 
kum, Andhistaminikum, Andhypertonikum, oder ein andneoplasdsches Mittel ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem der Wirkstoff dn Hormon, Steroid, Lipid, Protein, Oligo- oder Po- 
lypepdd oder eine Nukleinsaure ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruch 1 bis 3, bei dem der Wirkstoff ein Enzym, Enzym-Inhibitor, Rezeptor, Re- 
zeptor-Fragment, Insulin. Faktor Vm, Faktor DC, Zytokin, Interferon, Interleukin, Wachstumsfaktor, Peptid-And- 
biodkum, virales Hull-Protein, Hamoglobin, Erydiropoiedn, Albumin, hTPA, Antikorper, Andkorperfragment, Ein- 
zelketten-Antikorper, DNA, RNA oder ein Derivat davon ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, bei dem der Wirkstoff ein Steroidhormon, ein von Aminosauien 
abgeleitetes Hormon oder ein von Fettsauren abgeleitetes Hormon ist. . 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, bei dem man HES an die e-NH2-Gruppe, an die a-NH2-Gruppe, 
an die SH-Gruppe an eine COOH-Gruppe oder an eine -C(NH2)2-Gruppe des Wirkstoffes bindet. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, bei dem man HES vor Bindung an den Wirkstoff oxidierl. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, bei dem man die reduzierende Endgruppe der HES selekdv oxidiert. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, bei dem die oxidierte reduziwende Endgruppe HES mit einer Ami- 
nogruppe des Wirkstoffes unter Ausbildung eines Amides leagiert. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, bei dem man eine Aminogruppe des Wirkstoffes mit HES so urn- 
setzt, dass eine Schiff sche Base gebildet wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, bei dem die Azomethingruppe -CH=N- der SchifTschen Base zu einer Methyle- 
namingruppe -CH2-NH- reduziert wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 9 oder 11, bei dem als Redukdonsmittel BH4- verwendet wird. 

13. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, bei dem man den \Wrkstoff oder HES vor der Herstellung 
des Konjugates an einen Linker bindet 

14. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, bei dem man Hydroxyethylstarke mit einem mittleren Mo- 
lekulargewicht (Gewichtsmittel) von 1 bis 300 kDa verwendet. 

15. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, bei dem man Hydroxyethylstarke mit einem mitderen Mo- 
lekulaigewicht von 2 bis 40 kDa verwendet 

16. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, bei dem man Hydroxyethylstarke mit einem molaren Sub- 
sdtutionsgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhaltnis von C2 : C6-Subsdtudon im Bereich von 2 bis 20, jeweils bezogen 
auf die Hydioxyethylgruppen, verwendet. 

17. HES-Wrkstoff-Konjugat, erhalUich nach einem der Anspruche 1 bis 17. 

18. Verfahren zur Herstellung eines Arznei- oder Diagnosemittels, umfassend Schritte bei denen man ein HES- 
Wirkstoff-Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 16 herstellt und mit einem pharmazeudsch vertraglichen Tira- 
ger, Adjuvans oder Hilfsstoff vermischt 

19. Mittel, erhaldich nach Anspruch 18. 



Hierzu 10 Seite(n) Zeichnungen 
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Fig. 8: Obere Aufnahme: SDS-PAGE der Kopplungsreaktionen III 
(Verfahren A und B) zwischen HSA und oxHES 130 kD and 
HES 130 kD, respektive, mit Silberfarbung (Bahn 1: 
Kopplung III Verfahren A); Bahn 2: Transferin; Bahn 3: 
Creatinase; Bahn 4: nicht-modif iziertes HSA; Bahn 5: 
Kopplung III (Verfahren B); Bahn 6: Marker). 

Untere Aufnahme: Western Blot mit Glykan-Nachweis 
derselben Proben, wobei Transferin (Bahn 2) als 
Positiv-Kontrolle und Creatinase (Bahn 3) sowie HSA 
(Bahn 4) als Negativ-Kohtrolle fungieren. 
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SDS-PAGE, silbergefarbt, 12 % PAA (oben) und Western 
Blot/Glykan (unten) der Reaktionsmischung aus V. Kopplimg 
ox-HES 10 kD mit HSA 
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